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RESUMEN 
 
Burkholderia glumae., es el agente causal del añublo bacteriano del arroz “Oriza 
sativa”, en el año 2013 y 2014 se dio una alerta de emergencia de esta bacteria 
patógena que estaba disminuyendo la calidad y productividad del arroz y por 
consiguiente causando grandes pérdidas económicas para los productores. Esta 
investigación fue durante el año 2015, muestras de plantas sintomáticas en varios 
sectores del Bajo Piura fueron recolectadas para llevar acabo los aislamientos en los 
laboratorios de Fitopatología y Microbiología de la Universidad Nacional de Piura. El 
objetivo de esta investigación fue aislar y determinar que Burkholderia spp., si era el 
agente causal del añublo bacteriano del arroz en el Bajo Piura. Dos cepas fueron 
seleccionadas para el análisis molecular, con características morfológicas similares a las 
30 colonias aisladas durante la investigación, denominadas C1 y C2 por el tiempo de 
toma de muestra que se llevó acabo antes de la cosecha de la campaña I del mes de 
mayo y la cosecha de la campaña II del mes de noviembre, los resultados moleculares 
determinaron que las Cepas C1 y C2 no poseían similitud genética con ninguna especie 
del genero Burkholderia, por lo tanto no se logró comprobar que en Zonas de cultivo 
del Bajo Piura este presente esta bacteria patógena.  
Palabras Claves: Bajo Piura, aislamientos, Burkholderia, Añublo bacteriano, Arroz. 
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ABSTRAC 
 
Burkholderia glumae, is the causal agent of the bacterial blight of rice "Oriza sativa", in 
the year 2013 and 2014 an emergency alert was given for this pathogenic bacterium 
that was decreasing the quality and productivity of the rice and consequently causing 
great economic losse. This research was during the year 2015, samples of symptomatic 
plants in various sectors of Bajo Piura were collected to carry out the isolates in the 
Phytopathology and Microbiology laboratories of the Universidad Nacional de Piura. 
The objective of this research was to isolate and determine that Burkholderia spp., If it 
was the causal agent of bacterial rice blast in the Bajo Piura. Two strains were selected 
for molecular analysis, with morphological characteristics similar to the 30 colonies 
isolated during the investigation, called C1 and C2 for the time of sampling that was 
carried out before the harvest of the I campaign of May and The harvest of the II 
campaign of November, the molecular results determined that the Cepas C1 and C2 
did not have genetic similarity with any species of the genus Burkholderia, therefore it 
was not possible to verify that in Cultivation zones of the Bajo Piura this present this 
Pathogenic bacteria. 
Key words: Low Piura, isolates, Burkholderia, Bacterial blight, Rice. 
 
 
 
 
INTRODUCCION 
 
El arroz (Oryza sativa, L. 1753), una especie perteneciente a la familia de las 
gramíneas cuyo fruto es comestible. Es originario del continente asiático, se cultiva 
aproximadamente desde 5.000 años a.c. (Miraflores, 2017). 
 
El arroz es el segundo cereal más producido en el mundo con 736,2 millones de 
toneladas, el más importante en la alimentación humana y fuente de una quinta parte de 
las calorías consumidas en el mundo (FAO, 2012). 
 
También es parte importante de la economía nacional del país y uno de los más 
relevantes en términos socio cultural por que demanda una gran cantidad de mano de 
obra en su proceso productivo y representa un hábito masivo de consumo. Actualmente 
en el país se siembran aproximadamente 340,000 has, el 40% está en la región costera 
del norte (Tumbes, Piura, Lambayeque y la Libertad) parte de esto ocupa el valle del 
chira y Bajo Piura con  52 292 ha, siendo cerca del 22% de la superficie cultivable 
(Bayer, 2016). 
 
La región Piura, con 35 892. 4 km2, ubicada en la costa norte del Perú, cuenta 
con una superficie cultivable Bajo riego regulado con alrededor de 193 682 ha 
principalmente en los Valles del Medio y Bajo Piura, San Lorenzo y Valle del Chira y la 
superficie de secano (tierras que producen con el agua de lluvia) es alrededor de 124 
683,2 ha ubicadas mayormente en las provincias andinas de Huancabamba, Ayabaca 
y  la sierra de Morropón (Valladolid, 2015). 
 
El Valle del Bajo Piura comprende los ámbitos de la provincia de Piura 
(Catacaos, La Arena, Cura Mori, La Unión) y la provincia de Sechura (Bernal y Vice) 
zona caracterizada por su temperatura ambiental en promedio de 37 y 38 °C lo que le 
confiere un clima apto para la producción agrícola, enfocándose en el cultivo de arroz. 
Es una zona de cultivos agrícolas, que cuenta con un área de 27 470 ha cultivadas de 
arroz y algodón, irrigadas con agua de riego conducida por la Derivación del Canal 
Chira-Piura, el río Piura (desde presa Los Ejidos) y el canal principal del Bajo Piura 
(Valladolid, 2015). 
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Según la Junta de Usuarios del Sector Hidráulico Medio y Bajo Piura, para la 
campaña agrícola 2015 fueron 12 zonas pertenecientes a la comisión de regantes (Marg. 
Derecha, Marg. Izquierda, Castilla-Tacalá, La Bruja, Puyuntalá, Palo Parado, 
Cumbibira, Shaz, Casaraná, S.P. Alta, Chato, Seminario) que tuvieron cultivos 
instalados de arroz y su rendimiento para ese año fue de 21,000 toneladas (Sector 
hidráulico, 20015). La reducción del 40% de producción se debió al incremento en las 
temperaturas ambientales, un posible evento el niño y debido a la presencia de la plaga 
añublo bacteriano, que arrasó con sembríos en el Valle del Bajo Piura (Martínez, 2015). 
La presencia de esta bacteria ya se encuentra reportada en campos arroceros de la región 
Piura. Esta enfermedad viene trasladándose de Colombia a Ecuador y hace poco tiempo 
entró a la región Tumbes en Perú, y ahora ya se encuentra en Piura (La Republica, 
2015). 
 
El 17 de febrero del 2014 se publicó el Informe Técnico Nº 01-2014-MINAGRI-
SENASADSV-SARVF/CTL, en el que se informa la presencia de la bacteria 
Burkholderia glumae, afectando los cultivos de arroz en los departamentos de Tumbes, 
Piura, Amazonas, San Martín, Loreto, Junín, Huánuco, Arequipa y Madre de Dios, 
además advierte que el principal modo de diseminación de la enfermedad es a través del 
uso de semilla infectada y se le declaró como plaga presente en el país y además se 
dispuso el retiro de la especie de la lista de plagas cuarentenarias (El Peruano, 2014). 
 
El género Burkholderia fue establecido en 1992 (Yabuuchi et al, 1992). Está 
conformado por especies que pertenecían al género Pseudomonas (Coenve, 2009). Para 
el año 2009 habían sido reportadas 59 especies (Coenve, 2009), las cuales se 
caracterizan por ser bacterias Gram-negativas, pertenecientes al phylum β-
Proteobacteria, tener forma de bacilo, un metabolismo oxidativo y ser móviles (Schaad 
et al, 2001). Burkholderia glumae (antes, Pseudomonas glumae (Kurita et al, 1967), 
ahora, Burkholderia glumae (Urakami et al, 1994), se asocia al suelo, a la rizosfera y a 
la superficie de diversas plantas donde se considera epífita, sin provocar daño al 
hospedero, pero constituyendo un importante reservorio que puede dar origen a 
patologías bajo ciertas condiciones en numerosos cultivos (Compant et al, 2008).  
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Del género Burkholderia se reportan más de 30 especies ocupando diferentes 
nichos ecológicos, se pueden presentar en el suelo, agua, planta, animales, y humanos. 
Son de amplia distribución y se registran especies patógenas en control biológico de 
hongos, bioremediación y promotoras del desarrollo de plantas. De las 5 especies que 
afectan plantas Burkholderia glumae produce la enfermedad conocida como pudrición 
bacterial de la panícula del arroz o comúnmente llamado el añublo bacteriano (Pérez et 
al, 2005). 
 
En el arroz esta bacteria causa la enfermedad conocida como añublo bacteriano 
de la panícula del arroz, que es de gran impacto económico en diferentes partes del 
mundo, provocando pérdidas de hasta un 40% de la producción (Iwai et al, 2002).En el 
añublo de panícula, los síntomas iniciales incluyen una decoloración en la parte basal de 
la vaina, la cual rápidamente avanza, hasta afectar la totalidad de la misma presentando 
lesiones largas y verticales color grisáceo, rodeadas por un margen de color marrón 
rojizo oscuro (Nandakumar et al, 2009). Normalmente, los granos infectados se pueden 
observar de manera dispersa en la panícula, pero en casos severos, todos los granos 
pueden ser afectados. Los granos infectados muestran una banda café que atraviesa 
sobre el endospermo. Sin embargo, pese a que las panículas son severamente afectadas, 
el tallo permanece verde y éstas erectas, en lugar de inclinarse, debido a la pérdida de 
peso del grano (Sayler et al, 2006). Los síntomas del añublo de panícula y pudrición de 
grano del arroz ocasionados por B. gladioli son similares a los de B. glumae 
(Nandakumar et al, 2009). 
 
La enfermedad presenta síntomas como la decoloración y pudrición de varias 
partes de la planta y se presenta de diferente manera dependiendo del órgano de la 
planta infectado, los síntomas se presentan a nivel de cuatro órganos en la planta: la 
plántula, la vaina, las hojas y la panícula, donde también se ve afectada la semilla 
(Vega, 2010). 
 
Burkholderia glumae es una bacteria que se transmite principalmente mediante 
semilla infectada, y es por medio de esta que se disemina a diferentes regiones, debido a 
la exportación e importación de semilla, B. glumae invade las semillas germinadas, 
inhabilita las raíces y las vainas inferiores y de esta manera empieza a crecer sobre la 
planta como un organismo epífito. La sintomatología se presenta durante la floración, 
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cuando la bacteria se multiplica activamente al invadir las espigas de la planta a través 
de los estomas o de pequeñas heridas en la epidermis de las glumas (Sayler et al, 2006). 
 
Entre las especies patógenas de Burkholderia, esta B. gladioli, también es, en 
algunos casos, responsable del añublo bacteriano de la panícula. Sin embargo, esta 
bacteria suele ser aislada con menor frecuencia en plantas de arroz infectadas y es 
menos virulenta en comparación con B. glumae. De acuerdo con un estudio realizado en 
Luisiana, Estados Unidos B. gladioli fue el causante del 20% del vaneamiento de la 
panícula de arroz en Louisiana y en otros estados (Nandakumar et al, 2009). 
 
Se investigó la situación referente a la contaminación del grano de arroz causado 
por esta bacteria en Costa Rica durante los años 2009 y 2010, mediante un convenio 
entre la Corporación Nacional Arrocera y el Laboratorio de Fitopatología del Centro de 
Investigación en Protección de Cultivos de la Universidad de Costa Rica. Se usó la 
metodología de PCR de punto final recomendada por investigadores del Centro 
Internacional de Agricultura Tropical en Colombia y se reforzó la identificación, por 
medio de técnicas de microbiología convencional. Se obtuvieron resultados que indican 
la presencia de la bacteria Burkholderia glumae en Costa Rica (Quesada, 2013). 
 
Dado que la bacteria se ve favorecida por temperaturas y humedades relativas 
altas, se considera que esta enfermedad puede ocurrir más frecuentemente en países 
tropicales y semi-tropicales durante épocas de siembra con temperaturas más altas de lo 
normal. En Colombia, dicha situación ha sido observada especialmente en los distritos 
de Montería y Ambalema, los cuales han registrado temperaturas altas (32,4°C y 
37,3°C), proporcionando un ambiente favorable para el desarrollo del patógeno. Por 
tanto, dado que se propone que el cambio climático global y el incremento en la 
incidencia de esta enfermedad a nivel mundial presentan una relación (Pérez et al, 
2009).  
 
En la Región Piura, no existen reportes claros sobre esta bacteria patógena, pero 
Burkholderia glumae fue diagnosticada por Garrido en el 2013 en la Universidad 
Nacional de Tumbes, sometiendo a siembras adelantadas de este cereal, bajo 
condiciones de lloviznas, alta nubosidad y baja radiación solar, inicialmente fue 
confundida con el ataque de hongos en la panoja. Todos los sectores sembrados 
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mostraron daños a nivel de panojas, con un alto nivel de severidad, la enfermedad afectó 
a todas las variedades sembradas en la zona, las variaciones de severidad se debieron a 
factores de manejo o condiciones de medio ambiente presentes al momento del 
desarrollo de la enfermedad (Garrido, 2015). 
Teniendo en cuenta esta problemática se desarrolló el presente proyecto de tesis con el 
objetivo de aislar y determinar a Burkholderia spp. como agente causal del añublo 
bacteriano del arroz en el Bajo Piura - Perú. 
II. MATERIAL Y METODOS 
 
2.1 Área de estudio 
 
Se llevó a cabo en las zonas de cultivo de arroz más importantes del 
Valle del Bajo Piura, ubicadas en el departamento de Piura (Fig. 1). 
2.1.1  Descripción del área de estudio 
El cultivo de “arroz”  Oriza sativa, se siembra en el Bajo Piura, que  va 
desde los 23 msnm hasta los 43 msnm, están inmerso en el bosque seco y 
parte del desierto de Sechura (GORE, 2017). Tiene de sembrío 27 470 ha 
de cultivo de arroz y algodón. Se producen 02 campañas anuales, la 
campaña grande entre los meses de mayo a julio y la campaña chica entre 
los meses de diciembre a enero (Junta de Usuarios de Riego del Bajo 
Piura, 2015). 
2.1.2. Fase de laboratorio 
Se  llevó a cabo en el laboratorio de Fitopatología del Departamento 
Académico de Sanidad Vegetal, Facultad de Agronomía, en el 
laboratorio de Microbiología de la Escuela Profesional de Ciencias 
Biológicas de la Universidad Nacional de Piura y el laboratorio 
Inca´Biotec, especializado en biotecnología, ubicado en la Ciudad de 
Tumbes. 
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Fuente: ZEE- Gobierno Regional de Piura 
Fig. 1. Mapa de ubicación de las zonas de evaluación del Bajo Piura – Piura. 
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2.2 Metodología  
La zona de estudio se dividió en  06 lugares, donde se cultiva 
arroz, las cuales fueron: Catacaos, Cura Morí, La Arena, Bernal, 
La Unión, Vice, entre las provincias de Piura y Sechura, Tabla 1 
(Anexos). 
 2.2.1 Fase de campo 
2.2.1.1. Muestreo  
Las colectas de muestras se realizaron entre los meses de mayo 
(Previos a la cosecha de la campaña I de arroz) y en noviembre 
(previos a la cosecha de la campaña II de arroz), visitando 5 
parcelas por cada zona. Se  seleccionaron plantas con aparentes 
síntomas del añublo bacteriano, obteniendo 10 muestras por zona, 
también se registró las coordenadas UTM con un equipo GPS 
(Oregon 450t Garmin) se pueden observar en la Tabla 2 (Anexos) 
(Fig. 2).  
2.2.1.2. Obtención y traslado de muestras  
Se realizaron cortes a las panículas de arroz con evidente signos 
de necrosis,  espigas vanas y erectas, para ello se utilizó una tijera 
podadora. Los cortes se realizaron por debajo de la espiga. Las 
tijeras de poda fueron desinfectadas con alcohol al 70% por 1 min 
cada vez que se realizaban los cortes para evitar contaminación 
entre las muestras. Las muestras pertenecieron a las variedades de 
Nir (IR-43), Tinajones, Capirona, Fortaleza y Mallares. 
Una vez obtenidas las muestras se colocaron de manera 
independiente en bolsas herméticas. Finalmente las muestras se 
trasladaron al laboratorio de Fitopatología y se almacenaron en 
refrigerador a temperatura de 4˚C. )  
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Fig. 2. Ubicación de las zonas de evaluación del valle del Bajo Piura – Piura. 
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2.2.2. Fase de Laboratorio  
Se siguieron los pasos del manual de diagnóstico convencional de 
Burkholderia glumae del Centro Internacional de Agricultura 
Tropical (CIAT, 2010), con algunas modificaciones. 
2.2.2.1. Aislamientos y purificación 
El aislamiento y purificación de las colonias bacterianas se hizo 
24-48 horas después por estrías en medio King B utilizando asa 
de Kolle. 
Se seleccionaron semillas que presentaban los síntomas de la 
enfermedad. Se trasladó a un mortero para macerar con agua 
destilada estéril, del cual se tomó 1 ml del macerado a tubos de 10 
ml para realizar diluciones a partir de 10-1, el volumen inicial que 
se utilizó fue de 9 ml y luego se trasladó 1 ml para las demás 
diluciones hasta 10-10 (Sotelo, 2014). Se sembraron todas las 
diluciones, además para evaluar la calidad el crecimiento 
bacteriano también se realizó el sembrado directo de la semilla 
sintomática sobre las placas de 9 cm de diámetro conteniendo el 
medio de cultivo King B (Pseudomonas agar F.) (Tabla 3 
Anexos). Las placas se colocaron en la incubadora por 24 h. 
 
2.2.2.2.  Selección y aislamiento de colonias 
Se seleccionaron colonias en base a las descripciones 
morfológicas descritas en el manual de identificación de 
Burkholderia glumae realizado por el CIAT (2010). Se 
seleccionaron las colonias con las siguientes características: a.- 
Cremas pigmentadas. b.- Cremas translucidas con o sin halo. c.- 
Cremas opacas con y sin halo. 
2.2.2.3 Características morfológicas de las bacterias 
A partir de cada una de las colonias purificadas se hizo diluciones 
de 10-1 hasta la dilución 10-5, en tubos conteniendo 9 ml de agua 
destilada y esterilizada. Se tomaron asadas y se sembraron 
mediante estrías sobre el medio King B, las placas se incubaron 
en posición invertida por 24 a 48 h en la cámara incubadora., Se 
determinó respuesta al Gram, morfología de las células 
bacterianas y de las colonias: coloración, forma, elevación o 
depresión y márgenes  
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2.2.2.4 Características  fisiológicas  
2.2.2.4.1 Pruebas Bioquímicas 
Se realizaron dos pruebas bioquímicas básicas Catalasa y 
Oxidasa. 
2.2.2.5 Preservación de los aislamientos bacterianos  
Los aislamientos bacterianos, fueron preservados en glicerol al 
20% y guardados en una refrigeradora del laboratorio de 
Bioquímica de la escuela profesional de Ciencias Biológicas. 
2.2.2.6 Identificación molecular  
2.2.2.6.1 Extracción de ADN 
Se analizaron cepas puras seleccionadas al azar del grupo de 
colonias bacterianas a las que se les denomino C1 por estar dentro 
de las colonias aisladas a partir de las muestras de la campaña 1 y 
C2 que corresponden a las de la campaña 2. 
Estas 2 cepas bacterianas fueron usados para la extracción de 
ADN genómico mediante el protocolo descrito por William S. et 
al (2004), Para la DOE Joint Genome Institute. Se transfirió la 
suspensión bacteriana al tubo de centrifugado a 10.000 rpm 
durante 5 minutos, se procedió a desechar el sobrenadante y 
suspender las células en TE (Buffer Tris 10Mm, EDTA 1Mm, Ph 
8,0). Después se transfirió la suspensión a un tubo de centrifugado 
limpio, y se incubo durante 30 min a 37 °C. Se le Añadió 1% de 
SDS (Dodecilsulfato sódico) y se mezcló bien. Posteriormente se 
añadió 8 μl proteinasa K (0.1 mg/ml) y se Incubo durante 2 horas 
a 56 ° C. Se añadio100 μl de NaCl 5 M. También se añadió 100 μl 
CTAB / NaCl (calentado a 65 ° C). Y se incubo a 65 ° C durante 
10 min. Posterior a ello se añadió 0.5 ml cloroformo: alcohol 
isoamílico (24: 1). Y se centrifugó a 13000 rpm durante 10 
minutos. Luego se transfirió el sobrenadante al tubo de 
microcentrífugado limpio y se añadio 0.5 ml de fenol: 
cloroformo: alcohol isoamílico (25: 24: 1).  
Se volvió a centrifugar a 13 000 rpm durante 10 min. Se transfirió 
el sobrenadante a un nuevo tubo de microcentrífugado limpio, se 
añadió 700 μl cloroformo: alcohol isoamílico (24: 1). 
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Nuevamente se centrifugo a 13 000 rpm durante 10 min. Después 
se transfirió el sobrenadante y se añadió 500 μl de isopropanol 
helado. Se Incubo a -20 ° C durante 2 horas, se centrifugo a 13 
000 RPM durante 15 min a 4 °C. Se lavó el sedimento con etanol 
frío al 70% (directamente desde el congelador a -20 °C), se 
centrifugo a 1300 rpm durante 5 min para descartar el 
sobrenadante y se dejó secar el pellet a temperatura ambiente por 
15 min. Se resuspendió el ADN en 30 μl de TE 1X (10 mM Tris-
HCl, pH 8.0; 1 mM EDTA, pH 8.0). Finalmente se adicionó 1 μl 
de ARNasa (10 mg/ml) y se incubó a 37° C por 1 hora. 
Para verificar la pureza y medir la concentración de ADN de cada 
aislamiento se cuantificó en un espectrofotómetro 
(BIOPHOTOMETER-Eppendorf) a una longitud de onda de 260 
nm,  dando valores de absorbancia de 1.8 y 2.2 (A260/A230) que 
están considerados como indicadores de ADN puro. 
2.2.2.6.2 Amplificación mediante PCR 
Se usó la técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) que 
corresponde a la amplificación del gen 16S ARNr, permitiendo su 
rápida identificación mediante la comparación de las secuencias 
obtenidas con la base de datos del GenBank del National Center 
for Biotechnology Information – NCBI. 
Para amplificar el gen 16S ARNr, se utilizaron los primers 
universales 27F rRNA (5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) 
Y 1492R Rrna (´5’-ACCTTGTTACGACTT-3’) (Lane, 1991). El 
mix de reacción de PCR incluyó concentraciones de: Buffer Taq 
1X (Thermo Scientific); Taq DNA polymerase recombinant 1U 
(Thermo Scientific); 2.5 mM MgCl2 (Thermo Scientific); 0.2 mM 
dNTP's; 0.6 pmol de cada primer (27F Y 1492R); 38 y 40 μl de 
ADN. Los ciclos de amplificación fueron realizados en un 
termociclador (BIOMETRA UNO-Thermoblock) bajo las 
siguientes condiciones: un paso inicial de pre-desnaturalización a 
94° C por 6 min, y una desnaturalización de 94° C por 30 s, 
seguido de 30 ciclos a 58° C por 45 s,  con una extensión de 72° 
C por 1 minuto, un paso de elongación final de 72° C por 4 min y 
una conservación a 4° C.  
Los productos de PCR fueron verificados mediante electroforesis 
en gel de agarosa al 1.5% (Cleaver Scientific Ltd. AG500), cuyas 
condiciones fueron de 90 voltios (v) por 25 minutos de corrido, 
usando 150 ml de buffer TAE 1X (40 mM Tris-Acetato; 1 mM 
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EDTA). El gel se tiñó con 7.5 μl bromuro de etidio (10 mg/ml) y 
finalmente los productos se visualizaron en un trasiluminador 
(Vilber Lourmot TFX20M) bajo luz ultravioleta (UV). 
Para la secuenciación se utilizó una Taq DNA polimerasa de alta 
fidelidad y los primers 518F (5´-
CCAGCAGCCGCGGTAATACG-3´) y 800R (5´-
TACCAGGGTATCTAATCC-3´). El servicio de secuenciamiento 
fue realizado por la casa comercial Macrogen USA ubicado en la 
ciudad de Maryland en los Estados Unidos de América 
(www.macrogenusa.com). Las secuencias obtenidas con los 
iniciadores empleados fueron editadas empleando el software 
MEGA 6 y confirmando su identidad por comparación con la 
base de datos mediante BLASTIN.  
 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PA
GE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome). 
 
 
2.2.3 Pruebas de patogenicidad 
 
2.2.3.1 Material biológico 
 
Se utilizaron semillas de arroz certificadas en las variedades de: 
HO-101 Plaza, La conquista, Mallares, IR-43, Tinajones, 
Fortaleza y Capirona, cedidas por Hacienda el potrero S.A.C. 
Como bacteria patógena, se utilizó una cepa pura aislada 
previamente que corresponde a las 30 colonias (CEPA X), en el 
laboratorio de Fitopatología de la Universidad Nacional de Piura. 
 
2.2.3.2 Desinfección de las semillas de arroz.  
 
Las semillas fueron previamente lavadas y desinfectadas en una 
solución de hipoclorito de sodio al 1% por 6 min, con agitación 
constante en un vórtex. Posteriormente, se descartó la solución 
desinfectante y se realizaron tres lavados continuos de las semillas 
con agua destilada estéril. Luego, se hizo un segundo tratamiento 
de desinfección con alcohol al 70% por 6 min en agitación 
constante, seguido por tres lavados con agua destilada estéril, y en 
algunos casos se efectuó un lavado adicional, con el propósito de 
eliminar restos de las soluciones de desinfección o de los 
agroquímicos adheridos a la semilla.  
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Una vez desinfectadas, las semillas fueron embebidas con agua 
destilada estéril por 48 h, luego se lavaron una vez más con agua 
destilada estéril y se transfirieron a placas de Petri previamente 
esterilizadas para su procesamiento (Zapata, 2011).  
 
 
2.2.3.3 Inoculación de las semillas de arroz 
 
Se realizó un muestreo piloto de prueba de patogenicidad 
utilizando semillas de la variedad Capirona, con concentración 
bacteriana partiendo de 10-1 UFC y diluciones sucesivas en base 
diez de la misma hasta 10-10 UFC se determinó que la 
concentración de 10-4 presento buen crecimiento en placas y fue 
óptima para el procedimiento.  
 
Posteriormente, las semillas desinfectadas de las siete variedades 
HO-101 Plaza, La conquista, Mallares, IR-43, Tinajones, 
Fortaleza y Capirona  a ensayar fueron sumergidas en la 
suspensión bacteriana 1x 10-4 UFC/ml por 30 min, cumplido el 
tiempo se retiró el inóculo y la semilla de cada tratamiento se 
depositó en placas de Petri esterilizadas con papel absorbente 
húmedo, luego se incubaron por siete días en una cámara de 
tecnopor adaptada para las placas, con oscuridad y a temperatura 
ambiente. 
 
2.2.3.4 Evaluación de la severidad de la enfermedad 
 
La severidad de la enfermedad en la semilla se evaluó al día siete 
después de la inoculación. Como testigo, se utilizaron semillas 
sometidas al mismo tratamiento de desinfección, con la diferencia 
de que estas fueron sumergidas en agua destilada estéril en lugar 
de la suspensión bacteriana (Zapata, 2011).  Previamente se 
realizó una prueba de germinación a cada una de las 7 variedades 
empleadas para verificar su calidad. 
 
Se utilizó la escala  de severidad propuesta por Devescovi et al 
(2007), Citado por Zapata (2011). (Tabla 4 Anexos). El grado de 
infección se obtuvo utilizando la metodología de Kang et al 
(2008), con algunas modificaciones.  
 
Esta escala consistió en 6 niveles de daño según la manifestación 
de la enfermedad en plántulas. Se calculó de acuerdo a la 
siguiente fórmula: 
 
14 
 
 (I)=
𝚺 𝐧ú𝐦𝐞𝐫𝐨 𝐝𝐞 𝐬𝐞𝐦𝐢𝐥𝐥𝐚𝐬 𝐞𝐧 𝐜𝐚𝐝𝐚 𝐧𝐢𝐯𝐞𝐥∗𝐧
𝐍
 
    Dónde: 
     I : Grado de infección  
     n : Nivel 
     N : Número total de semillas 
2.2.3.5 Diseño Experimental y Análisis de datos 
 
Diseño Completamente al Azar (DCA) con 6 variedades + 01 
testigo, tres repeticiones (placas de Petri) por tratamiento. Cada 
repetición consistió de 20 unidades experimentales (20 semillas).  
Se aplicó el análisis de la varianza o ANOVA utilizando el 
software estadístico STATA (Data Analysis and Statistical 
Software). 
2.2.4 Sensibilidad a antibióticos In vitro 
Esta prueba fue realizada en el laboratorio de Microbiología de la 
escuela profesional de Ciencias Biológicas de la Universidad 
Nacional de Piura. En este caso usamos el método estandarizado 
de Kirbi-Bauer para Pseudomonas usando el Manual de 
procedimientos para la prueba de sensibilidad antimicrobiana del 
ministerio de salud (Sacsaquispe et al, 2002), se diluyó la bacteria 
en solución salina, usando la escala de Mc Farland en turbidez de 
0.5,  y se sembró mediante hisopado en superficie del agar 
Mueller Hinton, se usó discos de papel filtros debidamente 
esterilizados sumergidos por 1 min en antibióticos químicos 
sintéticos preparados previamente pertenecientes a las 
quinolinas: ácido Nalidíxico, Ciprofloxacino, Ofloxacino y 
Moxifloxacino. En concentración de 0.1% y 0.2% y 0.3% (Tabla 
5 Anexos). 
Los discos impregnados con los antibióticos se retiraron 
cuidadosamente con una pinza metálica esterilizada y se 
colocaron en las esquinas cuatro discos sobre la superficie del 
medio agar Mueller Hinton (Tabla 6 Anexos) + cultivo bacteriano 
y en el centro el disco testigo previamente sumergido en agua 
destilada esterilizada. Las placas  de Petri se colocaron en la 
incubadora a 28 °C por 48 h.  
2.2.4.1 Diseño experimental y análisis de datos 
El diseño completamente al azar, consistió en 4 antibióticos  (4 
tratamientos antimicrobianos +  1 testigo).  3 concentraciones por 
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tratamiento y 5 repeticiones por tratamiento (placas por 
tratamiento). En cada repetición se sembraron 4 discos de papel 
filtro esterilizado más 1 disco testigo. 
Se midió el halo de inhibición con un vernier (Digital Caliper) en 
mm, todos estos datos se procesaron usando la prueba estadística 
del ANOVA por el programa estadístico de STATA (Data 
Analysis and Statistical Software). 
 
III. RESULTADOS 
 3.1 FASE DE LABORATORIO 
 
  3.1.1 Aislamientos 
 
Fueron 30 colonias bacterianas aisladas y purificadas del total de 
las muestras tomadas entre las dos campañas de arroz durante el 
año 2015. 
 
 3.1.2  Morfología y Pruebas bioquímicas básicas 
Las 30 colonias bacterianas mostraron las mismas características 
morfológicas en medio de cultivo King B. 
El análisis de las células bacterianas se hizo mediante coloración 
Gram, para determinar el grupo al que corresponde, las células se 
tiñeron de un tono rosado por lo que son Gram negativas con 
forma de varillas muy pequeñas con extremos redondeados 
(parecidos a cocobacilos). 
La prueba de oxidasa fue negativa a diferencia de la prueba de 
catalasa que fue positiva para todas las colonias. (Tabla 7 
Anexos). 
 
3.1.3 PRUEBA MOLECULAR 
3.1.3.1 Extracción de ADN y electroforesis  
 
Con las amplificaciones llevadas a cabo mediante la 
combinación de los iniciadores universales 27F rRNA y 
1492R rRNA (Tabla 8 Anexos) (Lane, 1991), originó una 
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banda del tamaño esperado para este gen 
(aproximadamente a 1400 pb) en las cepas bacterianas, 
(Fig. 3).  
 
El proceso de PCR  y la extracción del ADN (Tabla 9) 
fueron bien realizados, la no amplificación del control 
positivo (C+) como no el de PCR (C-), también indican 
que ambos procesos se realizaron sin contaminación. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3. Visualización de los productos de PCR migrados en gel de agarosa. Todas las  
bandas migraron a una misma distancia de 1500 Pb. 
 
3.1.3.2 Identificación y Secuenciamiento 
No se logró identificar ninguna especie del género Burkholderia, 
según el resultado de secuenciación  (Tabla 10  Anexos) de la 
cepa C1 permitió obtener un fragmento de 832bp y cuya 
secuencia tiene una similitud del 99% con Pseudomonas fulva y 
Pseudomonas parafulva (Fig. 4 Anexos).  
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Y el resultado de secuenciación (Tabla 11 Anexos) de la muestra 
C2 permitió obtener un fragmento de 832 Pb y cuya secuencia 
tiene una similitud del 100% con Pseudomonas fulva y 
Pseudomonas parafulva. Obtenidos del banco de datos BLAST 
(Basic Local Alignment Search Tool) (NCBI), que presentan 
mayores similitudes (fig. 5 Anexos). 
 
 
Las características morfológicas mostradas en placas fueron las 
referidas para Burkholderia glumae, colonias lisas, redondas,  
planas a convexas además de la pigmentación blanco a amarillo 
parduzco, no había ningún pigmento fluorescente en las placas 
evaluadas bajo luz ultravioleta (Fig. 6). 
Con coloración Gram, se observaron: Células  Gram negativas, 
con forma de varillas muy pequeñas con los extremos 
redondeados, parecidas a cocobacilos (Fig. 7). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A B 
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Fig. 6. A) Observación de las colonias bacterianas en placas, 
colonias aisladas de la variedad de arroz La conquista. B) Observación de 
las colonias bacterianas en una cámara contadora de colonias. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 7 A) Tinción Gram para cepas C1 y  B) C2.  Observar que las 
células son bacilos cortos Gram negativos. 
 
A B 
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IV. DISCUSIÓN 
 
La competencia surge cuando al menos dos organismos 
requieren para su funcionamiento del mismo alimento. El 
consumo de uno reduce la cantidad disponible del otro; al final 
se impone uno de ellos. La competencia por nutrientes y 
espacio dentro de su nicho ecológico, es el principal 
mecanismo involucrado en el control de bacterias 
fitopatógenas; en el caso de hongos es variable. La 
competencia es un modo de acción indirecto (Michel-Aceves, 
2001; Pérez, 2004; Mondino et al, 2006).  
 
P. fulva puede estar compitiendo con Burkholderia spp., por 
los nutrientes y espacio en las panículas de arroz. Es por ello 
que su población en una planta de arroz puede ser mayor a  la 
población de Burkholderia spp.  Esto indicaría ser uno de los 
motivos por los que no se aisló colonias de burkholderia en 
placas de Petri, a pesar de que las muestras obtenidas 
mostraban los síntomas descritos para el añublo bacteriano. 
No hay resultados comprobados acerca de la competencia de 
Burkholderia spp., con P. fulva, el investigador agrónomo 
Luis Sánchez, 2016 en su proyecto titulado Control biológico 
del “añublo bacteriano de la panícula” causado por 
Burkholderia glumae, mediante el empleo de bacterias nativas 
antagonistas, aisladas de la semilla, filosfera y rizosfera del 
cultivo de arroz. Aísla Pseudómonas fulva como bacterias 
nativas en semillas de arroz. 
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Las bacterias del genero Pseudomonas han sido estudiadas 
como importantes agentes de biocontrol por su capacidad de 
inhibir el crecimiento de ciertos microorganismos 
fitopatógenos, como bacterias, hongos, nematodos y virus, los 
cuales pueden llegar a reducir considerablemente la 
producción de cultivos. Estos organismos ejercen ciertos 
mecanismos de acción antagonista que involucran la 
producción de compuestos bacterianos como: sideróforos, 
ácido cianhídrico y antibiótico. Además, se ha comprobado 
que inducen un sistema de resistencia en las plantas que hace 
que puedan tolerar el ataque de diversos microorganismo 
fitopatógenos del suelo (Chaves, 2007).  En el año 2003 se 
describe a P. fulva como una bacteria antagónica a hongos o 
bacterias patógenas de arroz (Xie et al, 2003). 
Aunque P. fulva no es patógena en plantas, no hay más 
estudios acerca de su antagonismo. Pero según lo descrito las 
dos bacterias están asociadas a arrozales. Cuando se realizó el 
aislamiento en placas, las condiciones puestas para 
Burkholderia spp., pueden haber sido aprovechadas por P. 
fulva y su capacidad de antagonismo pueden haber inhibido el 
crecimiento de Burkholderia spp, usar más pruebas 
bioquímicas para su determinación hubiese sido un factor muy 
importante para descartar las colonias que no pertenecían al 
género Burkholderia. 
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V.  CONCLUSIONES 
 
 
No se logró el aislamiento Burkholderia spp,  para las zonas arroceras del Bajo 
Piura. 
 
No fue posible determinar el agente causal del añublo bacteriano en el Bajo Piura. 
 
Los síntomas de la patogenicidad en los campos de cultivo del Bajo Piura son los 
mismos descritos para Burkholderia glumae en campos arroceros de Tumbes, y 
países como Colombia y Costa Rica. 
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VI. RECOMENDACIONES 
 
El Valle del Bajo Piura en la Región Piura, es una importante zona productora de 
arroz, por lo que es indispensable que se lleve un manejo para el control de 
bacterias patógenas, que afecta los cultivos disminuyendo la producción de este 
cereal. 
 
Realizar estudios que contribuyan al conocimiento de Pseudomonas fulva, ya que 
se menciona como no patógena y antagonista. 
 
Programas de información a los productores de arroz para que implementen el uso 
de semillas certificadas libre de patógenos en sus siembras. 
 
Continuar con la investigación, para lograr el aislamiento de Burkholderia glumae y 
reportar como posible patógeno presente en Piura. 
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Anexos 
TABLA 1. Zonas de evaluación de cultivos de arroz (Oriza sativa L.) con síntomas de 
patogenicidad en el valle del Bajo Piura en la Región Piura. 
 
 
TABLA 2. Coordenadas UTM de las  zonas evaluadas. 
OBJECTID X Y ZONA SECTOR 
1 538289 9413670 Catacaos Casa Blanca 
2 541133 9413328 Catacaos Cunyará 
3 538574 9407071 Cura Morí Puyantalá 
4 525831 9411280 La Arena Montegrande 
5 529756 9412304 La Arena UCP 
6 526627 9405876 La Unión San Carlos 
7 530723 9398538 Bernal Coronado 
8 526115 9401951 Vice La Esperanza 
Valle del Bajo Piura Zona 
Sector 
 
 
Piura 
 
Catacaos 
 
Casa Blanca 
Cunyará 
Cura Mori Puyantalá 
La Arena 
Montegrande 
UCP 
La Unión San Carlos 
Sechura 
 
Bernal 
 
Coronado 
Vice La Esperanza 
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TABLA 3. Medio King B utilizado para los aislamientos bacterianos. 
Fórmula (en gramos por litro) Instrucciones 
  Tripteína 10.0 
Suspender 38 g del polvo en un litro de agua 
destilada. Agregar 10 ml de glicerina. Calentar 
con agitación constante para homogeneizar el 
producto. Llevar a ebullición para que se disuelva 
por completo. Distribuir y esterilizar 15 minutos 
a 121 ºC. 
  Peptona de carne 10.0 
  Fosfato dipotásico 1.5 
  Sulfato de magnesio 1.5 
  Agar 15.0 
pH final: 7.2 ± 0.2 
 
 
 
Tabla  4. Escala de severidad para evaluar los grados de infección de Burkholderia 
glumae en diferentes variedades de arroz. 
 
NIVELES 
DE 
SEVERIDAD 
CARACTERÍSTICA 
1 
Plántulas completamente verdes e iguales de vigorosas a las del control no 
inoculado. 
2 
Plántulas completamente verdes, pero con las raíces y la parte aérea 
menos vigorosas en comparación con el control no inoculado. 
3 
Plántulas con desarrollo de la parte aérea de la planta, con decoloración 
parcial en menos de un 50% de la superficie. 
4 
Plántulas con desarrollo de la parte aérea de la planta, con decoloración 
parcial en más de un 50% de la superficie 
5 
Plántulas con desarrollo de la parte aérea de la planta, con decoloración 
completa o con crecimiento limitado a menos de 1 cm de altura. 
6 Coleóptilo y plúmula macerados, sin desarrollo de la planta. 
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Tabla  5. Concentraciones en agentes antibacteriano químicos para pruebas In vitro. 
AGENTE QUÍMICO 
ANTIBACTERIAN 
C.A 
CONCENTRACIÓN 
(%) 
 
MOXOF L.S 
 
Ácido Moxifloxacino 
 
0.1  0.2 y 0.3 
CIPROVAL L.S Ácido Ciprofloxacino 0.1  0.2 y 0.3 
TRUCTUM L.S Ácido Ofloxacino 0,1  0.2 y 0.3 
WINTOMYLON L.S Ácido Nalidíxico 0.1  0.2 y 0.3 
   
Testigo Agua destilada estéril - 
*C.A (Compuesto Activo) 
 
 
Tabla 6. Medio Mueller Hinton utilizado para el antibiograma. 
 
FÓRMULA (en gramos por litro) INSTRUCCIONES 
 
Infusión de carne                       300.0 
Peptona ácida de caseína           17.5 
Almidón                                         1.5 
Agar                                             15.0 
 
 
Suspender 37 g del polvo en 1 litro de agua 
purificada. Dejar embeber de 10 a 15 minutos. 
Calentar con agitación frecuente y hervir durante 1 
minuto para disolución total. Esterilizar a 121°C 
durante 15 minutos. Enfriar a 45°-50°C y distribuir 
en placas de Petri estériles, en volumen apropiado 
para que el espesor sea de 4 mm sobre una 
superficie horizontal (25-30 ml en placas de 9 cm 
de diámetro). 
                                   
Nota: la infusión de carne es equivalente 
a 3 g de polvo. 
PH final: 7.3 ± 0.1 
 
30 
 
Tabla 7. Características Morfológicas y Bioquímicas  
  
CARACTERISTICAS 
DE LAS COLONIAS 
 
     CELULAS  BIOQUIMICA    
 CEPAS FORMA BORDE ELEVACION SUPERFICIE COLORACION GRAM CATALASA OXIDASA 
I circular entero convexo liso amarillenta Negativo + - 
II circular entero convexo liso amarillenta Negativo + - 
III circular entero convexo liso amarillenta Negativo + - 
IV circular entero elevada liso amarillenta Negativo + - 
V circular entero convexo liso amarillenta Negativo + - 
VI circular entero convexo liso amarillenta Negativo + - 
VII circular entero convexo liso amarillenta Negativo + - 
VIII circular entero convexo liso amarillenta Negativo + - 
IX circular entero elevado liso amarillenta Negativo + - 
X circular entero convexo liso amarillenta Negativo + - 
XI circular entero convexo liso amarillenta Negativo + - 
XII circular entero convexo liso amarillenta Negativo + - 
XIII circular entero convexo liso amarillenta Negativo + - 
XIV circular entero convexo liso amarillenta Negativo + - 
XV circular entero convexo liso amarillenta Negativo + - 
XVI circular entero convexo liso amarillenta Negativo + - 
XVII circular entero convexo liso amarillenta Negativo + - 
XVIII circular entero convexo liso amarillenta Negativo + - 
XIX circular entero convexo liso amarillenta Negativo + - 
XX circular entero convexo liso amarillenta Negativo + - 
XXI circular entero convexo liso amarillenta Negativo + - 
XXII circular entero convexo liso amarillenta Negativo + - 
XXIII circular entero convexo liso amarillenta Negativo + - 
XXIV circular entero convexo liso amarillenta Negativo + - 
XXV circular entero convexo liso amarillenta Negativo + - 
XXVI circular entero convexo liso amarillenta Negativo + - 
XXVII circular entero convexo liso amarillenta Negativo + - 
XXVIII circular entero convexo liso amarillenta Negativo + - 
XXIX circular entero convexo liso amarillenta Negativo + - 
XXX circular entero elevado liso amarillenta Negativo + - 
31 
 
Tabla 8. Secuencia de Iniciadores o Primers usados para la identificación bacteriana 
mediante Gen 16s rRNA 
*(Lane 1991) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*PRIMERS PARA 
PCR 
 
DIRECCIÓN (5´-
3´) 
 
SECUENCIA 
 
 
27F 
 
Forward 
 
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 
1492R Reverse ACCTTGTTACGACTT 
 
PRIMERS PARA 
SECUENCIAMIENTO 
(Macrogen USA) 
 
 
  
 
518F 
 
Forward 
 
CCAGCAGCCGCGGTAATACG 
 
800R Reverse TACCAGGGTATCTAATCC  
32 
 
 
Informe técnico del Laboratorio InkaBiotec S.A.C  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
TUMBES: Calle FILIPINAS N°241 
Tel-Fax: (0051) 072522559 RPC: 972729366  
 
Tumbes, 05 de diciembre de 2016. 
 
 
PARA : JELICSA PEñA  
   Universidad Nacional de Piura                                   
 
DE :  BIOTECOOP 
   Msc. Melitza Cornejo 
 
 
INFORME DE RESULTADOS DE IDENTIFICACIÓN MOLECULAR 
 
33 
 
DATOS DE LAS MUESTRAS RECIBIDAS: 
 
MUESTRA   :   Cultivo bacteriano 
CONSERVACIÓN  :  Ninguno 
PRESENTACIÓN  :  Viales de muestra (Agar inclinado)  
MUESTREO   : Ninguno 
 
Cuadro  1 Características de las muestras analizadas 
Código de 
origen 
Tipo de muestra Origen 
C1 Cultivo bacteriano 
Sin 
información 
C2 Cultivo bacteriano 
Sin 
información 
C3 Cultivo bacteriano 
Sin 
información 
 
 
DATOS DEL PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS RECIBIDAS 
 
- Recepción de muestras:  
La Orden de Servicio correspondió a un total de 03 muestras de cultivos 
bacterianos en caldo, sembrados por el solicitante y entregados a Biotecoop para 
la identificación molecular de los mismos, a los que se les realizó los siguientes 
procedimientos: 
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Verificación de la pureza:  
 Las muestras fueron procesadas 24 horas posteriores al recibimiento de las 
muestras, sembradas en agar nutritivo y mediante siembras sucesivas, tinción y   
microscopía se verificó la pureza de las mismas. De las tres muestras enviadas, 
sólo dos (C1y C2) mostraron crecimiento, la muestra C3 no fue procesada por 
falta de crecimiento. 
 
- Extracción de ADN:  
Las muestras fueron procesadas 36 horas aproximadamente, posterior a la entrega 
de las mismas), con 12 horas de conservación a 4ºC. Los métodos usados para el 
procesamiento de las muestras (Extracción de ADN bacteriano), han sido 
estandarizados de forma institucional para brindar la cantidad y pureza necesarias 
de ADN requeridas para el proceso de secuenciamiento.  
 
- Identificación molecular: 
La técnica de PCR corresponde a la amplificación del gen 16S ARNr de bacterias, 
permitiendo su rápida identificación mediante la comparación de las secuencias 
obtenidas con la base de datos GenBank del National Center for Biotechnology 
Information - NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Los iniciadores 
usados en la PCR corresponden a los iniciadores universales 27F rRNA 
(5´AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3´) y 1492R Rrna (5´-
TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3´) (Lane, 1991), mientras que para el 
proceso de secuenciamiento se emplearon los iniciadores 16SrRNAF518 (5´-
CCAGCAGCCGCGGTAATACG-3´) y 16SrRNAR800 (5’-
TACCAGGGTATCTAATCC-3´). Para la secuenciación se utilizó una Taq DNA 
polimerasa de alta fidelidad.  
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- RESULTADOS:  
Extracción de ADN: 
Cuadro  2 cantidad de ADN extraída de las muestras 
 
Código de origen 
Tipo de 
muestra 
[ADN] µg/ml 
C1 Cultivo bacteriano 38 
C2 Cultivo bacteriano 40 
 
- Electroforesis:  
La amplificación del gen 16S ARNr de las cepas analizadas, originó una banda 
del tamaño esperado para este gen (aproximadamente a 1500 pb) en todas las 
cepas bacterianas (figura 1), lo cual evidencia que tanto el proceso de extracción 
de ADN, como el de PCR fueron bien realizados, del mismo modo la no 
amplificación del control de extracción (C+) como el de PCR (C-), indica que 
ambos procesos se realizaron sin contaminación. 
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Figura 1 
 
 
 
 
- Secuenciamiento e identificación molecular:  
Código C1:  
- El resultado de secuenciación simple sentido de la muestra C1 permitió obtener un 
fragmento de 832bp y cuya secuencia tiene una similitud de secuencia del 99% con 
Pseudomonas fulva.  
- En la imagen a continuación se muestra las 2 cepas del banco de datos obtenidos en 
BLAST que presentan mayores similitudes. 
Fig. 4. Se muestra las 2 cepas del banco de datos obtenidos en BLAST que presentan 
mayores similitudes. 
 
 
 
 
 
 
 
37 
 
 
 
- El cuadro a continuación se muestra la secuencia obtenida. 
 Tabla  10. Secuencia simple obtenida. (Secuencia 5´- 3´ en CEPA C1) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
- Los pictogramas a continuación muestra picos limpios y bien determinados que 
avalan el proceso de secuenciación y el resultado final. 
 
 
 
CTGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGATGACNGGAGCTTGCTCC
TGGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGACAACGTTTCGAA
AGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGAT
GAGCCTAGGTCGGATTAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTG
AGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAA
TATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAA
GCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGTTGTAGATTAATACTCTGCAATTTTGACGTTACCGACAGAATAAGC
ACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGC
GTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATC
CAAAACTGGCAAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAT
ATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACGAGGTGCGAAAGCGTG
GGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCT
TGAGATTTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAAC
TCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAA
CCTTACCAGGCCTTGACATGCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGACACAG
GTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTT
GTCCTTAGTTACCAGCACGTTATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGT
GGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAG
AGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCTCACAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAA
CTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGG
CCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTCTAACCTTCGGGA
GGACGGTTACCACGGTGTGATTCATGACTGGGGTGA 
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Pictograma para CEPA C1 F: 
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 Pictograma para CEPA C1 R 
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Código C2:  
El resultado de secuenciación simple sentido de la muestra C2 permitió obtener un 
fragmento de 832bp y cuya secuencia tiene una similitud de secuencia del 100% 
con Pseudomonas fulva.  
En la imagen a continuación se muestra las 2 cepas del banco de datos obtenidos en 
BLAST que presentan mayores similitudes. 
 
Fig. 5.  Se muestra las 2 cepas del banco de datos obtenidos en BLAST que 
presentan mayores similitudes. 
 
- El cuadro a continuación muestra las 2 secuencias del banco de datos obtenidos en 
BLAST que presentan mayores similitudes 
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TABLA 11. Secuencia Obtenida. (Secuencia 5´- 3´ en CEPA C2) 
 
  
 
 
 
 
 
 
GCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGATGACAGGAGCTTGCTC
CTGGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGACAACGTTT
CGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCT
ATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTA
ACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCA
GCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGT
CTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGTTGTAGATTAATACTCTGCAATTTTGACGT
TACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCG
TTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGG
GCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCAAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCT
GTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGA
TACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCG
TAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGATTTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGAC
CGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTG
GAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATGCAGAGAACTTTC
CAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTC
GTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTATGGTG
GGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGG
CCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTG
GAGCTAATCTCACAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGA
ATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT
CACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTCTAACCTTCGGGAGGACGGTTACCACGGT
GTGATTCATGACTGGGGTGAAGTC 
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Pictograma para CEPA C2F 
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 Pictograma para CEPA C2R: 
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Resumen: 
- Se identificaron molecularmente 2 de los 3 cultivos bacterianos a través del gen 16S 
rRNA, correspondientes a los códigos C1 y C2 pertenecientes al género 
Pseudomonas, con gran similitud de identidad 99% y 100% respectivamente con 
Pseudomonas fulva en ambas cepas. 
El código C3 no presento crecimiento al momento de la recepción de las muestras, 
ni 48 horas posteriores a la recepción.  
- Observaciones:  
El servicio de secuenciamiento es realizado por Macrogen USA 
(https://www.macrogenusa.com/) y los protocolos de trabajo son desarrollados en 
conformidad de los requisitos del servicio estipulados por dicha casa comercial. 
-     Referencias bibliográficas:  
Lane, DJ. «16S/23S rRna sequencing. 1991. »En Nucleic acid techniques in 
bacterial systematic , de E Stackebrandt y M Goodfellow, 115-176. New 
York: N.Y.: Jhon Wiley & Sons, Inc. 
Macrogen Sequencing troubleshooting guide.   
https://www.macrogenusa.com/support/seq/trouble.jsp. 
 
Atentamente. 
 
MSc. Melitza Cornejo. 
NOTA: Sólo los reportes con firma y sello de la empresa son 
válidos. Informe valido por 30 días. 
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Procesos realizados con Pseudomonas fulva según las metas a 
alcanzar en el proyecto con Burkholderia spp. 
Prueba de patogenicidad 
Siete días después de la inoculación del muestreo piloto, siendo la 
primera prueba de patogenecidad con cepa x, (Tabla 11) se 
evaluaron las plántulas de arroz. 
   
Tabla 12. Grado de infección de la primera prueba patogenicidad 
con Cepa x. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
El análisis de datos mostro que no existe diferencia significativa 
entre las 7 variedades de arroz según grado el infección en 
promedio, debido a que el valor de la probabilidad (P = 0.6936) 
de la prueba  de Fisher  es mayor del 5% (Tabla 13). 
 
VARIEDAD 
 
N DE 
SEMILLA 
 
NIVEL DE 
SEVERIDAD 
 
GRADO DE 
INFECCION 
HO-101 
Plaza 
15 4 3 
5 5 1.25 
La 
conquista 
15 3 2.25 
4 4 0.8 
1 5 0.25 
Mallares 17 1 0.85 
3 2 0.3 
 IR-43 
 
17 1 0.85 
3 5 0.75 
Tinajones 
 
 
18 1 0.9 
1 2 0.1 
1 3 0.15 
Fortaleza 
 
 
17 1 0.85 
2 2 0.2 
1 3 0.15 
Capirona 
 
18 1 0.9 
2 2 0.2 
Testigo 
 
      20 
- 
 
- 
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Tabla 13. ANOVA para Grado de infección de la primera prueba patogenicidad con 
Cepa x. 
 
 
La dispersión de puntos en la gráfica (fig. 8) según el grado de 
infección por variedad. Se observa que el punto de dispersión más 
alto, es el que se ubica en el grado de infección de 3, corresponde 
a la variedad 1 (HO-101 Plaza), lo que indica que en la primera 
prueba, esta variedad tuvo una ligera sensibilidad pero no 
significativa a diferencia de las otras variedades a la inoculación 
bacteriana, con 15 plántulas que mostraron daño a nivel 
morfológico, como la decoloración parcial en más de un 50% de 
la superficie correspondiente a un nivel 4 y 5 plántulas con 
decoloración completa o con crecimiento limitado a menos de 1 
cm de altura, correspondientes a un nivel 5. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 8 Dispersión por código de nivel para variedades de arroz de la primera prueba 
patogenicidad con Cepa x. 
 
Fuente 
Suma de 
Cuadrados 
Gl 
Cuadrado 
Medio 
Razón-F Valor-P 
Variedades de 
arroz 
1.6331 6 0.272183 0.65 0.6936 
Intra grupos 14.7679 35 0.42194   
Total (Corr.) 16.401 41    
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 Segunda Prueba de patogenicidad con inoculación de  cepa 
C1 
 
Se observa el grado de infección (Tabla 14) en las 7 variedades 
con inoculación de Cepa C1.  
 
 
 Tabla 14. Grado de infección de la segunda prueba de patogenicidad con 
la cepa C1. 
 
 
 
 
Según el análisis de datos no hubo diferencia significativa entre 
las 7 variedades de arroz según grado de infección en promedio, 
debido a que el valor de la probabilidad (P = 0.9784) de la prueba  
de Fisher  es mayor del 5% (Tabla 15). 
 
 
 
VARIEDAD 
 
N DE 
SEMILLA 
 
NIVEL DE 
SEVERIDAD 
 
GRADO DE 
INFECCION 
HO-101 
Plaza 
18 5 4.5 
2 6 0.6 
La 
conquista 
10 5 2.5 
10 6 3 
Mallares 5 5 1.25 
15 6 4.5 
IR-43 19 3 2.85 
1 6 0.3 
Tinajones 19 4 3.8 
 1 6 0.3 
Fortaleza 2 3 0.3 
15 5 3.75 
3 6 0.9 
Capirona 17 1 0.85 
1 5 0.25 
2 6 0.6 
Testigo 20 - - 
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TABLA 15. ANOVA para Grado de infección por variedades de arroz para la cepa C1. 
 
 
Fuente 
Suma de 
Cuadrados 
 
Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
Variedades 
de arroz 
2.12202 6 0.353671 0.19 0.9784 
Intra grupos 65.9942 35 1.88555   
Total 
(Corr.) 
68.1162 41    
 
La dispersión de puntos en la gráfica (Fig. 9) muestra que el punto 
más alto corresponde a la variedad H0-101 Plaza y Mallares con 
un grado de infección de 4.5, seguido de la variedad Tinajones 
con 3.8 y Fortaleza 3.75. 
 
Los puntos de dispersión más bajos de la gráfica fueron para las 
variedades de IR-43 con 0.3, lo que significa que solo 1 semilla 
con un nivel de severidad 6 sin desarrollo de la plántula y para la 
variedad Capirona con el grado de infección de 0.25, mostrando 
solo una plántula en el nivel 5 y 2 semillas en el nivel 6 con un 
grado de infección de 0.6. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 9.  Dispersión por código de nivel para variedades de arroz para 
CEPA C1. 
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Tercera Prueba de patogenicidad con inoculación de  cepa C2 
 
Se observa el grado de infección (Tabla 16) en las 7 variedades 
con inoculación de la Cepa C2.  
 
 Tabla 16. Grado de infección en la prueba de patogenicidad con cepa C2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
El análisis de datos demuestra que no existe diferencia 
significativa entre las 7 variedades de arroz según grado de 
infección en promedio, debido a que el valor de la probabilidad 
(P = 0.8693) de la prueba  de Fisher  es mayor del 5% (Tabla 
17). 
VARIEDAD N DE 
SEMILLA 
NIVEL DE 
SEVERIDAD 
GRADO DE 
INFECCION 
1 HO-101 
Plaza 
15 5 3.75 
5 6 1.5 
2 La 
conquista 
4 5 1 
16 6 4.8 
3 Mallares 18 5 4.5 
2 6 0.6 
4 IR-43 18 3 4.5 
2 4 0.6 
5 Tinajones 15 2 1.5 
5 3 0.75 
6 Fortaleza 16 1 0.8 
2 2 0.2 
2 3 0.3 
7 Capirona 18 1 0.9 
2 2 0.2 
0 Testigo 20 - - 
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Tabla 17.  ANOVA para Grado de infección por variedades de arroz con  CEPA 
C2. 
 
 
Fuente 
Suma de 
Cuadrados 
Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
Variedades 
de arroz 
3.86393 6 0.643988 0.41 0.8693 
Intra grupos 55.3808 35 1.58231   
Total (Corr.) 59.2448 41    
 
 
La dispersión de puntos en la gráfica (Fig. 10) muestra que el 
grado de infección para la variedad La Conquista es 4.8 que 
perteneces al nivel de severidad 6 con 16 plántulas y 4 plántulas 
en el nivel 5 con el grado de infección de 1.  
 
La variedad HO-101 Plaza, tuvo 15 plántulas en el nivel de 
severidad 5 con un grado de infección de 3.75 y 5 plántulas en el 
nivel 6 con un grado de 1.5 y la variedad Mallares tuvo 18 
plántulas en el nivel 5 con 4.5 de grado de infección y solo 2 en el 
nivel 6 con 0.6 de infección.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                      Fig. 10.  Dispersión por código de nivel para variedades de arroz para 
CEPA C2. 
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Sensibilidad a antibióticos in vitro 
 Concentración del antibiótico al 0.1% 
El diámetro del halo de inhibición producido en el disco de papel 
con concentración del antibiótico al 0.1% de todos las placas, 
excepto las del testigo, indicaron que los antibióticos pueden 
inhibir  el crecimiento bacteriano.  
El antibiótico Acido Ciprofloxacino presento mayor medida del 
halo con un promedio de 12.02 mm, seguido del Moxifloxacino 
con 9.82 mm, Ofloxacino con 8.94 mm y el Nalidixico con el 
menor promedio 6.67 mm, (Fig. 11). 
Para el análisis de datos del ANOVA (Tabla 18), muestra que 
existe  diferencia significativa entre los tratamientos debido a que 
el valor de la probabilidad (P = 0.0000) de la prueba  de Fisher  es 
menor del 5%, con respecto al grado de concentración de  0.1% 
en los diferentes tratamientos antimicrobianos aplicados como 
ácido Moxifloxacino,  ácido Ciprofloxacino, ácido Ofloxacino y 
ácido Nalidíxico.  
 
 
Tabla 18. Análisis de Varianza para Tratamientos con concentración de 0.1% 
 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
EFECTOS 
PRINCIPALES 
     
A:Antimicrobianos 294.075 3 98.0248 419.04 0.0000 
B:Placas 12.1206 4 3.03014 12.95 0.0000 
INTERACCIONES      
AB 12.5898 12 1.04915 4.48 0.0000 
RESIDUOS 14.0356 60 0.233927   
TOTAL (CORREGIDO) 332.82 79    
 
    
Además aplicando la prueba de múltiples rangos y diferencia 
mínima de significancia de Fisher (Tabla 19) para determinar el 
mejor tratamiento, se halló con este método que hay un riesgo del 
5% al decir que cada par de medias es significativamente 
diferente; determinando como más efecto inhibitorio de esta 
bacteria al tratamiento 4 (ácido Ciprofloxacino)  por presentar 
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mayor promedio (12.0245 mm.) de inhibición del crecimiento 
bacteriano. 
 
 
TABLA 19. Pruebas de Múltiple Rango para Tratamientos con concentración de 0.1% 
 
Método: 95.0 porcentaje LSD 
 
Antimicrobianos Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos 
3 20 6.671 0.10815 X 
1 20 8.9465 0.10815 X 
2 20 9.81 0.10815 X 
4 20 12.0245 0.10815 X 
 
     TABLA 20. Diferencia significativa mínima de Fisher para 0.1% 
 
Contraste Sig. Diferencia +/- Límites 
1 – 2 * -0.8635 0.305939 
1 – 3 * 2.2755 0.305939 
1 – 4 * -3.078 0.305939 
2 – 3 * 3.139 0.305939 
2 – 4 * -2.2145 0.305939 
3 – 4 * -5.3535 0.305939 
       * indica una diferencia significativa. 
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  Fig. 11. Dispersión por código de nivel para la concentración de 0.1%. 
 
 
Concentración del antibiótico al 0.2% 
 
El diámetro del halo de inhibición producido en el disco de papel 
con concentración del antibiótico al 0.2% de todos las placas, 
excepto las del testigo, indicaron que los antibióticos pueden 
inhibir  el crecimiento bacteriano. 
El antibiótico Acido Ciprofloxacino presento mayor medida del 
halo con un promedio de 12.86 mm., seguido del Moxifloxacino 
con 10.89, Ofloxacino con 10.35 mm. y el Nalidixico con el 
menor promedio 7.02 mm. (Fig. 12). 
 
El análisis de varianza (Tabla 21), con respecto al grado de 
concentración de 0.2% en los diferentes tratamientos demuestra 
que los valores-P prueban la significancia estadística de cada uno 
de los factores,  puesto que los 3 valores-P son menores que 0.05, 
estos factores tienen un efecto estadísticamente significativo sobre 
Tratamientos con un 95.0% de nivel de confianza.   
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Tabla 21. Análisis de Varianza para Tratamientos con concentración de 
0.2% 
 
 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
EFECTOS 
PRINCIPALES 
     
A:Antimicrobianos 352.684 3 117.561 450.85 0.0000 
B:Placas 2.84522 4 0.711304 2.73 0.0374 
INTERACCIONES      
AB 6.80674 12 0.567229 2.18 0.0246 
RESIDUOS 15.6452 60 0.260753   
TOTAL (CORREGIDO) 377.981 79    
      Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
 
 
El método empleado actualmente para discriminar entre las 
medias es el procedimiento de diferencia mínima significativa de 
Fisher (LSD).  Con este método hay un riesgo del 5.0% al decir 
que cada par de medias es significativamente diferente, cuando la 
diferencia real es igual a 0 (Tabla 22). 
 
Además aplicando la prueba de diferencia mínima de 
significancia de Fisher (Tabla 23), para determinar el mejor 
tratamiento, se halló con este método que hay un riesgo del 5% al 
decir que cada par de medias es significativamente diferente; el 
efecto inhibitorio fue mayor con el tratamiento 4 (ácido 
Ciprofloxacino)  por presentar mayor promedio (12.861 mm.) y el 
menor promedio el tratamiento 3 (ácido Nalidixico) con un 
promedio de (7.026 mm.). 
 
 
TABLA 22. Pruebas de Múltiple Rango para Tratamientos con concentración de 0.2% 
 
Método: 95.0 porcentaje LSD 
Antimicrobianos Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos 
3 20 7.026 0.114183 X 
1 20 10.3575 0.114183 X 
2 20 10.895 0.114183 X 
4 20 12.861 0.114183 X 
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TABLA 23. Diferencia significativa mínima de Fisher para 0.2% 
 
Contraste Sig. Diferencia +/- Límites 
1 - 2 * -0.5375 0.323006 
1 - 3 * 3.3315 0.323006 
1 - 4 * -2.5035 0.323006 
2 - 3 * 3.869 0.323006 
2 - 4 * -1.966 0.323006 
3 - 4 * -5.835 0.323006 
 * indica una diferencia significativa. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 12.  Dispersión por código de nivel para concentración 0.2% 
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Concentración del antibiótico al 0.3% 
 
El análisis de los datos mostro que hubo diferencias significativas 
entre las medidas del halo de inhibición producido por los 
tratamientos antimicrobianos en concentración de 0.3%. Además 
los valores-P prueban la significancia estadística de cada uno de 
los factores.  Puesto que los 3 valores-P son menores que 0.05, 
estos factores tienen un efecto estadísticamente significativo sobre 
Tratamientos con un 95.0% de nivel de confianza  (Tabla 24). 
El diámetro del halo de inhibición producido en el disco de papel 
con concentración del antibiótico al 0.3% de todos las placas, 
excepto las del testigo, indicaron que los antibióticos pueden 
inhibir el crecimiento bacteriano. 
 
TABLA 24. Análisis de Varianza para Tratamientos con Concentración 0.3% 
Fuente 
Suma de 
Cuadrados 
Gl 
Cuadrado 
Medio 
Razón-
F 
Valor-P 
EFECTOS 
PRINCIPALES 
     
A:Antimicrobianos 540.807 3 180.269 377.44 0.0000 
B:Placas 13.8539 4 3.46347 7.25 0.0001 
INTERACCIONES      
AB 20.6189 12 1.71824 3.60 0.0005 
RESIDUOS 28.6562 60 0.477604   
TOTAL 
(CORREGIDO) 
603.936 79    
     Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
 
Además aplicando la prueba de Múltiples rangos  (Tabla 25)  para 
determinar el mejor tratamiento, se halló con este método que hay 
un riesgo del 5% al decir que cada par de medias es 
significativamente diferente; el mayor promedio para el halo de 
inhibición fue el tratamiento 4 (ácido Ciprofloxacino)  con 14.046 
mm., y menor el tratamiento 3 (ácido Nalidixico) con un 
promedio de 6.735 mm. (Fig. 13). 
 
El método empleado actualmente para discriminar entre las 
medias es el procedimiento de diferencia mínima significativa 
(Tabla 26) de Fisher.  Con este método hay un riesgo del 5.0% al 
decir que cada par de medias es significativamente diferente. 
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TABLA 25. Pruebas de Múltiple Rangos para Tratamientos por Antimicrobianos con 
concentración de 0.3%. 
 
Método: 95.0 porcentaje LSD 
Antimicrobianos Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos 
3 20 6.735 0.154532 X 
2 20 10.738 0.154532 X 
1 20 11.0655 0.154532 X 
4 20 14.046 0.154532 X 
 
 
TABLA 26. Diferencia significativa mínima de Fisher para 0.3% 
 
Contraste Sig. Diferencia +/- Límites 
1 - 2  0.3275 0.437149 
1 - 3 * 4.3305 0.437149 
1 - 4 * -2.9805 0.437149 
2 - 3 * 4.003 0.437149 
2 - 4 * -3.308 0.437149 
3 - 4 * -7.311 0.437149 
          * indica una diferencia significativa. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 13.  Dispersión por código de nivel para concentración  0.3% 
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TABLA 27. Características generales de Pseudomonas fulva (SIGS) 
PROPIEDAD TERMINO 
CLASIFICACION 
 
 
 
 
 
 
Tinción de Gram 
 
Dominio: Bacteria 
Phylum: Proteobacteria 
Clase: Gammaproteobacteria 
Familia: Pseudomonadaceae 
Género: Pseudomonas 
Especies: Pseudomonas fulva 
negativo 
Forma de la célula con forma de varilla 
Motilidad móviles 
Esporulación no esporulante 
Rango de temperatura 4-37 ° C 
La temperatura óptima 30 ° C 
intervalo de pH; Óptimo - 
Fuente de carbono 
monosacáridos, ácidos orgánicos, alcoholes, 
aminoácidos, aminas 
Hábitat arrozales 
Salinidad - 
Necesidad de oxígeno aerobio 
Relación biótica viviendo libre 
Patogenicidad No patógeno* 
Ubicación geográfica Japón 
Colección de muestra - 
Latitud - 
Longitud - 
    *Reporte patógeno en humanos 
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TABLA 28. Características generales de Pseudomonas parafulva (SIGS). 
PROPIEDAD 
TERMINO 
CLASIFICACION 
 
 
 
 
 
 
Tinción de Gram 
 
Dominio: Bacteria 
Phylum: Proteobacteria 
Clase: Gammaproteobacteria 
Familia: Pseudomonadaceae 
Género: Pseudomonas 
Especies: Pseudomonas parafulva 
negativo 
Forma de la célula con forma de varilla 
Motilidad móviles 
Esporulación no esporulante 
Rango de temperatura 4-37 ° C 
La temperatura 
óptima 
30 ° C 
intervalo de 
pH; Óptimo 
- 
Fuente de carbono 
monosacáridos, ácidos orgánicos, 
alcoholes, aminoácidos, aminas 
Hábitat arrozales 
Salinidad - 
Necesidad de oxígeno aerobio 
Relación biótica viviendo libre 
Patogenicidad No patógeno* 
Ubicación geográfica Japón 
Colección de muestra - 
Latitud - 
Longitud - 
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Tabla 29. Medida de los halos de inhibición bacteriana en mm de los 4 tratamientos 
antimicrobianos a la concentración de 0.1%. 
 
Concentración 0.1% 
     
  
T0 T1 T2 T3 T4 
Placa 1 
a 0 9.7 10.11 7.91 12.72 
b 0 9.68 10.01 7.12 12.18 
c 0 9.87 10.01 7.92 11.17 
d 0 9.8 10.91 8.5 12.06 
Placa 2 
a 0 9.6 9.29 7.44 13.32 
b 0 8.84 9.62 6.74 11.39 
c 0 9.27 9.01 6.77 11.64 
d 0 10.48 9.74 7.15 11.28 
Placa 3 
a 0 8.12 9.4 5.8 12.13 
b 0 8.66 9.07 5.59 12.24 
c 0 8.23 9.08 5.23 12.56 
d 0 8.24 9.07 5.24 12.36 
Placa 4 
a 0 8.45 10.7 7 11.25 
b 0 9.02 10.5 7 12.3 
c 0 9.1 10.02 6.5 11.9 
d 0 8.5 10.2 6.32 12.1 
Placa 5 
a 0 8.75 9.32 6.2 11.2 
b 0 7.95 10.15 5.89 11.23 
c 0 8.62 10.02 6 12.5 
d 0 8.05 9.97 7.1 12.96 
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TABLA 30. Medida de los halos de inhibición bacteriana en mm de los 4 tratamientos 
antimicrobianos a la concentración de 0.2%. 
 
concentración 0.2% 
     
  
T0 T1 T2 T3 T4 
Placa 1 
a 0 10.27 10.92 6.4 12.56 
b 0 10.15 10.02 6.8 14.08 
c 0 10.12 10.5 6.89 12.12 
d 0 10.01 10.5 6.03 12.14 
Placa 2 
a 0 10.3 10.57 7.15 12.75 
b 0 10.5 11.91 6.67 13.08 
c 0 10.34 11.27 6.65 13.17 
d 0 10.32 11.99 8.47 13.16 
Placa 3 
a 0 11.28 12.02 6.87 13.96 
b 0 10.98 11.02 5.74 13.12 
c 0 10.28 11.24 5.75 12.88 
d 0 10.45 10.69 7.46 12.8 
Placa 4 
a 0 10.5 10.8 7.5 11.9 
b 0 10.5 10.15 7.8 12.8 
c 0 10.5 10.37 7.2 12.5 
d 0 10.35 10.1 7.3 12.98 
Placa 5 
a 0 9.32 10.39 7.27 12.4 
b 0 10.5 10.97 7.46 13.2 
c 0 9.98 11.57 7.01 12.99 
d 0 10.5 10.9 8.1 12.63 
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TABLA 31. Medida de los halos de inhibición bacteriana en mm de los 4 tratamientos 
antimicrobianos a la concentración de 0.3%. 
 
 
TABLA 32. Descripción de códigos para los antimicrobianos  
 
CODIGOS 
 
ANTIMICROBIANOS 
 
T1 
 
Ácido Ofloxacino 
T2 Ácido Moxifloxacino 
T3 Ácido Nalidixico 
T4 Ácido Ciprofloxacino 
T0 Testigo  
 
concentración 0.3% 
     
  
T0 T1 T2 T3 T4 
Placa 1 
a 0 11.8 11.47 7.06 14.88 
b 0 11.8 10.07 5.95 14.67 
c 0 11 9.51 5.96 14.99 
d 0 11.49 9.91 8.66 15.34 
Placa 2 
a 0 11.55 10.04 5.39 12.28 
b 0 11.54 9.57 5.22 13.57 
c 0 11.29 10.35 5.4 13.67 
d 0 12.01 11.98 5.8 13.66 
Placa 3 
a 0 10.54 11.47 7.91 14.23 
b 0 10.52 11.06 5 13.4 
c 0 10.2 11.06 7.21 13.87 
d 0 11.47 11.03 6.48 13.44 
Placa 4 
a 0 10.1 10.1 7 13.7 
b 0 10.2 9 6.02 13.72 
c 0 10.1 10.3 6 14.01 
d 0 10.5 10 8.25 14.99 
Placa 5 
a 0 10.9 11.5 8.63 14.56 
b 0 11.22 12.7 8.01 13.28 
c 0 11.09 11.7 7.45 13.87 
d 0 11.99 11.94 7.3 14.79 
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 Fig. 14. Resolución de SENASA  donde declara como plaga presente en Perú a 
Burkholderia glumae
64 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 15. Vista panorámica de una de las zonas de cultivos arroceros de  
Catacaos, en el Bajo Piura. 
 
 
 
 
Fig. 16.  Prueba de patogenicidad a las diferentes variedades de arroz. A) 
variedad HO-101 Plaza que mostro más síntomas de necrosis en 
plántulas. B) vista bajo estereoscopio. C) vista bajo estereoscopio de la 
parte basal de la plántula de la misma variedad de arroz. 
A B C 
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Fig. 17.  A) Selección y B) lectura de colonias bacterianas para el aislamiento y 
purificación de las mismas 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 18.  A) Distribución de la concentración establecida en 1, 2 y 
3% de los antibióticos sintéticos del grupo delas Quinolonas.  B) lectura 
de la medida halar es todas las placas. C) medida de halo de inhibición 
con vernier digital. 
A B 
A 
B C 
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Fig. 19 A) Oxidasa negativa por no haber reacción en el cambio 
de color.  B) catalasa positiva, se puede observar las burbujas 
(reacción de las colonias bacterianas con el peróxido) para ambas 
cepas. 
 
 
 
 
Fig. 20 A) Verificación de la viabilidad de la cepa C1 y B) C2, en 
medio de cultivo PDA (Potato Dextrose Agar). 
C1 
C2 
A 
B 
B 
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